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行しすることを見出した。miRDB による検索で miR-7977 のターゲットの一つとして
PCBP1 に着目し解析した結果、miR-7977 は PCBP1 の発現抑制を介して SCF および
ANGPT1 mRNAの不安定性を惹起することを報告した。しかし，一般にmicro RNAは
多数の標的を持っており，miR-7977 の MSC における詳細な機能は不明のままである。
本研究では，miR-7977 mimicを導入した骨髄間葉系幹細胞のトランスクリプトーム解析





 ヒト骨髄 CD34 陽性細胞と健常人由来の MSC の 3 つのロット (MSC #1, #2, #3)は，
AllCells, LLC (Toronto, Canada)から購入した。間葉系幹細胞はMSCGMTM hMSC basal 
mediumにMSCGM hMSC SingleQuot Kit (Lonza Japan Ltd. Tokyo, Japan) を添加し
培養した。MSC細胞株のHTS5は，10% FCS, 2 mM/L L-glutamine, 0.1% penicillin (100 




 Trizol試薬を用いて細胞から total RNAを抽出した。逆転写反応は Taqman PCR 用に
は SuperScript VILOを，SYBR® Green PCR 用には RT2 First Strand Kitを，miScript 
SYBR Green PCR 用にはmiScript II RT Kitを用いて行った。qRT-PCRは ABI PRISM 
7300 Real-Time PCR Systemを用いて行った。 
3) MSCへの siRNA あるいはmiRNAの導入 
 siRNAあるいはmiRNA の導入は，LipofectanineTM RNAiMAX Transfection Reagent
あるいはHiPerFect Transfection Reagentを用いた。mRNA発現は，miRNA導入後 48-72
時間後に qRT-PCRおよびウエスタンブロッティング法により解析した。 
4) ルシフェラーゼと GFP標識 YAP1を用いたレポーターアッセイ 
 8XGTIIC-luciferase, Plasmid#34615 は AddGene (Cambridge, MA)より，YAP1 
(GFP-tagged)-pCMV6-AC-GFP (RG225864)は OriGene Inc. (Rockville, MD)より購入し
た。 miR-7977 発現 plasmid (MIR-7977-MicroRNA) とコントロールベクター 
(pCMV-MIR) は OriGene Inc.より購入した。MSC あるいはHTS-5に，これらのプラス
ミド 2 µgを Lipofectamine LTX transfection regent を用いて導入した。導入後 48時間
で Lumat LB 9507 luminometerを用いてルシフェラーゼ活性を測定しすると共に、GFP
標識 YAP1の局在は，Biozero BZ-8000 laser scanning microscope を用いて解析した。 
5) アレイデータの解析 
 MSCのトランスクリプト―ムは affymetrix社のHuman Gene 2.0ST Array®により解
析した。得られた CELデータは、R commander (version 3.4.1)の affyパッケージを用い
て行列データに変換した後、rma 法で正規化した。クラスター解析と DEGs の検出は、
amap および limma パッケージを用いて解析し同定した。有意差変動の強い DEGs は、
gplotを用いてヒートマップとして可視化した。 
6) Gene set enrichment analysis (GSEA解析)とネットワーク解析 
GSEA 解析は，オープンソースのソフトウェアである GSEA3.0 を用いておこなった。遺
伝子セットは h.all.v6.0.symbol.gmt [Hallmarks], c2.cp.biocarta.v6.0.symbols.gmt 
[Curated], c2.cp.kegg.v6.0.symbols.gmt, c2.cp.reactome.v6.0.symbols.gmt [Curated] 
and c6all.v6.0.symbols.gmt [Oncogenic signature]を使用した。NOM p-val<0.05または










 MSC における miR-7977 の機能を詳細に解析するために，MSC にコントロールと




ヒートマップとして図示した。変動している DEGs のうち 19 遺伝子は miRDB が予測す
るmiR-7977の標的部位を有していた。しかしながら、42遺伝子は標的部位を有しておら








ー・インポーズしてヒートマップ化した。Hippo コアキナーゼである serine/threonine 
kinase 4 (STK4) の遺伝子発現が有意に低下していたことから，miR-7977が STK4発現
低下を介してHippoシグナルを制御する可能性が示唆された。 
3) STK4の qRT-PCRとHippoシグナルのレポーターアッセイ 
 次に，qRT-PCR で STK4 の発現レベルを検討した。MSC および HTS5 に miR-7977
を導入すると，有意に STK4 の mRNA レベルが低下した。この結果から，miR-7977 が
STK4 の発現レベルを低下させ，Hippo シグナル経路を不活性化することが想定された。
これを確認するため，2種類のレポーターアッセイを行った。第一に，GFP標識 YAP1を
HTS5に導入し，続いて， miR-7977 mimicを導入した。コントロール siRNAを導入し
たMSCでは GFP標識 YAP1は細胞質に局在するが，miR-7977 mimic導入MSCでは大
部分の GFP 標識 YAP1 が核に移行していた。このことは，miR-7977 は Hippo シグナル







 miR-7977 導入 MSC の機能を確認した。Hippo シグナル経路は，細胞の接着阻害に関
わることが示されている，そのため，細胞がコンフルエンスに達したときの細胞密度を解













最近報告された。Cottini らは，骨髄腫細胞において Hippo-YAP1 シグナル経路を活性化
することで，in vitroおよび in vivoで骨髄腫細胞に細胞死が誘導されることを示している。
しかしながら，AML の病態生理における Hippo シグナル経路の役割は明らかとされてい
ない。パブリックデータベースの GSE24395 を用いて，正常 CD34+CD38-造血幹細胞 
(HSCs) と CD34+CD38-急性骨髄性白血病幹細胞 (LSCs) の YAP1 レベルを解析したと
ころ，LSCs の YAP1 発現レベルは白血病のタイプにより多様であったが、転写因子
TEAD2 および TEAD4 は白血病のタイプに関わらず有意に低下していた。これらの結果
から，LSCs の Hippo-YAP1 シグナル経路は、骨髄腫細胞と異なる異常を持つことが想定
されるが、今後の解析が必要と思われた。 
 本研究では骨髄微細環境内の MSC に焦点を当て，白血病細胞から多量に産生・分泌さ
れる miR-7977 を、MSC に導入することで Hippo シグナル経路が阻害され、細胞増殖が
促進することを明らかとした。この結果から想定されることは，AML 細胞に接している
MSCは増殖能が亢進する可能性である。当教室のこれまでの研究で、miR-7977を導入し
た MSC においては SCF，ANGPT1 および JAG1 が著減し正常造血幹細胞支持能が破綻
することを報告した。一方で、AML細胞と接しているMSCは，in vitroで白血病幹細胞
細胞の増殖を促進することを報告している。これらの知見から，白血病細胞はニッチの機
能を HSCs にとっては不利な方向に，LSCs にとっては有利な方向に変化させる可能性を




 miR-7977 は MSC の Hippo-YAP1 シグナル経路を抑制する。急性骨髄性白血病の骨髄
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Hippo シグナル経路のコアキナーゼである STK4 mRNA レベルを低下させ，Hippo シグナ
ル経路を不活性化する。その結果，YAP1 の核内移行が促され，骨髄間葉系幹細胞の増殖能
が亢進する。miR-7977 を導入した骨髄間葉系幹細胞は，PCBP1 の抑制を介して SCF や
ANGPT1 などの造血因子の発現を低下させることが報告されており，miR-7977 は造血支
持能が低下した骨髄間葉系幹細胞を増殖させ，ニッチの機能を正常造血にとって不利に変
化させる可能性が示唆された。本研究は，急性骨髄性白血病における造血障害の新たな機
序を見出し，学位論文として十分に値するものと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
